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RESUMEN: En el presente trabajo se ensaya la técnica de inoculación de Ceratocystis
(Ophiostoma) ulmi (Buism.) Moreau, en olmos procedentes de semilla y se observa la
respuesta de las plantas a la enfermedad.
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SUMMARY: The methodology to obtain yeastlike phase and to evaluate resistance to
Ceratocystis (Ophiostoma) ulmi (Buism.) Moreau, was tested using aggressive and
nonaggressive strains.
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INTRODUCCIÓN
La grafiosis es una enfermedad mortal de los olmos que debe ser atacada por
todos los caminos posibles; uno de ellos es la búsqueda de ejemplares resistentes para
su posterior difusión.
Esta vía consiste en desarrollar, en base a un programa de mejora, individuos
con dicha característica como resultado de su existencia en las poblaciones naturales,
o a través de cruzamientos controlados.
En España se ha iniciado un programa de mejora que se apoya en las
experiencias obtenidas en otros centros de investigación (Ipinza & Gil, 1988).
Evaluar la resistencia a la enfermedad de los individuos seleccionados es un
aspecto básico, para ello se debe introducir el patógeno en el hospedante y observar
su respuesta.
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OBJETIVOS
Se plantea ensayar la técnica de inoculación como tal, en olmos procedentes de
semilla. En base a esto se fijan los siguientes objetivos.
1 - Desarrollo de la metodología necesaria para obtener Ceratocystis
(Ophiostoma) ulmi en su fase de levadura, utilizando el medio nutritivo de Zentmyer
modificado por Tchernoff (Brasier 1981a).
2- Realizar un conteo de levaduras para determinar la evolución del crecimiento
del hongo en el tiempo y obtener la concentración del inóculo.
3 - Comprobar los postulados de Koch a partir de inoculaciones con una cepa
agresiva.
4 - Observar la patogenicidad de las cepas utilizadas.
MATERIAL Y MÉTODOS
INOCULO. Para realizar esta experiencia se contó con dos aislamientos propios de C.
(Ophiostoma) ulmi, uno ALM 18 «no agresivo» de Almazán, Soria; con fecha de
muestreo del 18 de julio de 1986, tasa de crecimiento 2,7 mm/día, de aspecto céreo,
agregado y concéntrico; con tipo de unión B. El otro, Pueblas «agresivo» de Las
Pueblas, Madrid; con fecha de muestreo del 6 de agosto de 1987, tasa de crecimiento
4,6 mm/día, de morfología aérea y petaloide; su tipo de unión es A.
PLANTAS. Se utilizaron 8 plantas de híbridos de Ulmus glahra y U. minor (si.) de
4 años de edad, contenidos en maceta y cultivados en condiciones ambientales
naturales.
METODOLOGÍA. Se cultiva la cepa no agresiva en medio líquido de Zentmyer con
modificación de Tchernoff utilizando un agitador durante 72 horas a 30°C. Para la
cepa agresiva la metodología es idéntica a excepción de la temperatura de agitación
que es de 22°C.
A lo largo de este período se hace el recuento de levaduras a diferentes
intervalos de tiempo: intervalos de 1 hora entre las O y 12 h de comenzado el ensayo,
intervalos de 2 horas entre las 24 y 36 h, e intervalos de 12 horas a partir de las 48 h.
(lámina 1: A).
El procedimiento de inoculación se hace por inyección de una gota del cultivo
líquido del patógeno en la horcadura de la rama donde previamente se ha realizado un
corte con escalpelo teniendo la precaución de no llegar al cambium.
Al cabo de 22 días se toman dos muestras de los olmos inoculados con la cepa
agresiva Pueblas, 3 cm por arriba y por debajo del punto de inoculación (lámina 1: B).
Estas se colocan en agar para evidenciar la presencia del hongo y comprobar los
postulados de Koch.
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Lámina I. A: Detalle de la cámara de recuento de levaduras. B: Síntomas en ramas de
olmo, del que se reaisla C. (Ophiostoma) C: Síntomas de grafiosis agresiva. D:
Síntoma típico de grafiosis agresiva en forma de «J» invertida.
90	 M.L. Salvador Nemoz & al.
RESULTADOS Y CONCLUSIONES
La concentración obtenida en medio líquido alcanza el valor de 10 5 esporas/mi en el
tercer día de agitación y se mantiene en este valor. Se considera que se ha estabilizado
el crecimiento en una concentración adecuada para la inoculación (Schreiber & Stipes
1967; Green, Guries & Smalley 1985) (Tabla I, Gráfico I).
Hora Concentración (esp./m1) Log concentración
11 h 8,5 x 103 3,93
12 h 9,4 x 103 3,97
13 h 9,7 x 103 3,99
14 h 1,1 x 104 4,04
15h 1,4x 104 4,15
16 h 1,6x 104 4,20
17 h 1,8 x 104 4,25
11 h 2,4 x 104 4,38
13 h 3,2 x 104 4,50
15 h 3,8 x 104 4,58
17 h 6,1 x 104 4,78
11 h 1,6x 105 5,20
18 h 1,6 x 105 5,20
12h 1,6x 105 5,20
TABLA I. Crecimiento de C. (Ophiostorna) ulmi en medio líquido.
La técnica de inoculación que nos ha resultado más eficaz ha sido el goteo con
jeringuilla sobre el corte con escalpelo.
Se verifica que el aislamiento Pueblas, y su reaislamiento obtenido tras la
inoculación, presentan ambos las mismas características morfológicas y de crecimiento
que el aislamiento primario.
La distinta patogenicidad de las dos cepas se observa en una aparición de los
síntomas de la grafiosis a los 30 - 32 días en las plantas inoculadas con ALM 18, y a
los 18 - 20 días en aquellas inoculadas con Pueblas.
Aunque ninguno de los olmos presenta resistencia a la enfermedad, sí se
observan diferencias en su recuperación. Para el caso de las infecciones con ALM 18
se aprecia una recuperación de los olmos a partir de 40 - 45 días después de la aparición
de los síntomas. Las infecciones con Pueblas no muestran signos de recuperación a los
60 días de aparición de los mismos. (lámina 1: D).
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Gráfico I Crecimiento de C. (Ophiostoma) ulmi en medio líquido.
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